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摘 要:从海边海螺、贝壳及其附着物的微生物中筛选出产壳聚糖酶的青霉菌。以此菌为出发菌，以降低发酵产酶成

本为目的，采用不同的发酵温度，分别添加不同诱导物进行发酵产酶，探讨温度、诱导物对菌种生长、酶活力的影响。
实验结果表明: 低聚糖诱导产酶效果最好，室温 25℃进行壳聚糖酶发酵，普通培养基酶活力最高达 3.57U /mL。海水寡

营养发酵产酶的适宜培养基配方为( g /L) : 蛋白胨 9g、葡萄糖 10g 的海水培养基，酶活力可以达到 3.16U /mL，初步实现

利用海水进行寡营养发酵产酶，该菌株具有工业应用潜力。
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Abstract: A marine Penicillium sp.PCS－7 was isolated from whelk and shell by the seaside. In order to reduce the
cost of fermentation，different inducer was added into culture medium and incubated in different temperature，and
the effects of temperature and inducer on growth and enzyme activity were studied.Result: oligosaccharide as
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甲壳素是 2－乙酰氨基－2－脱氧－D－葡萄糖残基

通过 β－ ( 1－4 ) 糖苷键连接形成的生物大分子聚合

物
［1－2］，在地球上含量仅次于纤维素，但是由于其在

水溶液和有机溶剂中不溶，不能直接利用。壳聚糖

是甲壳素经脱乙酰作用后形成的产物，是自然界中

唯一存在的碱性多糖，在医药卫生、食品工业、废水

处理、轻工纺织和农业上都有广泛的应用
［3－8］，但是

一般制得的壳聚糖的分子量很大，只能溶于某些酸

性溶液之中，而且某些特殊功能只有将壳聚糖降解

成壳寡糖后才能表现出来
［9－12］。壳寡糖是由氨基葡

萄糖通过 β－ ( 1－4 ) －糖苷键连接而成
［13］，是壳聚糖

的降解产物，易被吸收利用。在医药卫生
［14－17］、农业

生产
［18－20］

上都有重要的应用，尤其是某些特殊的壳寡

糖( 如壳六糖) 具有提高人体免疫力，抑制肿瘤细胞

生长、促进抗体生成、降血压、降血糖、调节胆固醇、
减肥、预防成人疾病等功能

［9，21］，具有极高的应用价

值和经济价值。目前，降解壳聚糖成为壳寡糖的主

要方法有化学降解法和酶降解法。化学法便于工业

化生产，但是对环境污染较大，生产过程较难控制，

产物范围不均一; 酶解法是环境友好型降解，具有高

效性，可以产生具有极高应用价值的特异性产物，是

较 为 理 想 的 方 法。壳 聚 糖 酶 ( Chitosanase EC
3.2.1.99) 是 1973 年 Monaghan 等

［22］
首先提出来的，它

是一种对线性壳聚糖具有分解作用的专一性酶，可

以选择性地、特异性地切断壳聚糖的 β－ ( 1－4) －糖苷

键，得到特异分子量范围的壳寡糖。国内学者对其

酶解方式已有较深入的研究
［23］，近年来利用壳聚糖

酶降解已有多篇报道
［24－25］，其中很多学者对筛选出的

菌种进行改良
［26，28，30］

或优化培养基提高菌种的产酶

能力
［29］，但是大规模工业化生产的报道并不多见。

目前大部分研究的微生物产壳聚糖酶活力还普遍较
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低
［26－30］，而真正产酶量大

［31－32］、适用于工业化大规模

生产的菌株很少，生产成本高、生成产物不易控制等

原因导致商品壳聚糖酶价格居高不下。本研究从海

洋中筛选出产壳聚糖酶的微生物，利用生物法进行

壳聚糖的降解，同时利用海洋微生物蕴涵着次生代

谢物质多样性的巨大潜在资源，进行降低培养基成

本的实验研究; 利用海水取代常用培养基中的无机

盐离子和各种微量元素，仅添加少量碳源和氮源，并

加入不同的诱导物，在不同的温度条件下发酵产酶。
为工业化生产低聚糖打下一定基础。

1 材料与方法
1.1 实验材料

壳聚糖 脱乙酰度≥90.0%，SCRC 国药集团化

学试剂有限公司提供; 低聚糖 分子量低于 3000，青

岛弘海生物技术有限公司; 其它试剂 均为国产分

析纯; 海水 盐度为 5% 的海水，取自厦门集美浔江

海域; 初 筛 平 板 培 养 基 ( g /L ) 10g 壳 聚 糖，

( NH4 ) 2 SO4 2.5g，MgSO4·7H2O 0.25g，K2HPO4 0.02g，

NaCl 4g，CaCO3 6g，琼 脂 20g，pH6.0; 种 子 培 养 基

( g /L) 淀粉 10g，酵母膏 1g，葡萄糖 20g，蛋白胨 5g，

( NH4 ) 2 SO4 2.5g，MgSO4·7H2O 0.25g，K2HPO4 0.02g，

NaCl 4g，CaCO3 6g，pH 7.2; 发酵培养基( g /L) 淀粉

20g，酵母膏 1g，葡萄糖 10g，蛋白胨 9g，( NH4 ) 2 SO4

3g，MgSO4·7H2O 0.25g，NaCl 4g，CaCO3 3g，pH 7.2;

六种寡营养培养基( g /L) 分别以不同的诱导物代

替培养基发酵培养基中的营养物质( 淀粉、酵母膏和

其余的无机盐离子) ，然后添加不同的诱导物配制六

种寡营养培养基: 1 号寡营养培养基: 壳聚糖 10g，

pH7.2，盐度 5%海水; 2 号寡营养培养基: 蛋白胨 9g，

壳聚糖 10g，pH7.2，盐度 5% 海水; 3 号寡营养培养

基: 葡萄糖 10g，壳聚糖 10g，pH7.2，盐度 5% 海水; 4
号寡营养培养基: 蛋白胨 9g，葡萄糖 10g，脱乙酰度

50%的几丁质 10g，pH7.2，盐度 5% 海水; 5 号寡营养

培养基: 蛋白胨 9g，葡萄糖 10g，壳聚糖 10g，pH7.2，盐

度 5% 海水; 6 号寡营养培养基: 蛋白胨 9g，葡萄糖

10g，低聚糖 10g，pH7.2，盐度 5%海水。
1.2 实验方法

1.2.1 产壳聚糖酶的海洋青霉菌的筛选及其初步

鉴定

1.2.1.1 产壳聚糖酶菌株的平板初筛 福建崇武海

边取回海螺、贝壳，将其粉碎，加入一定量的海水混

合均匀，经离心分离后取其上清液，涂布于初筛培养

基，放入培养箱 25℃培养，然后选取培养基上透明圈

直径和菌落直径比值较大的菌落进行平板复筛。
1.2.1.2 产壳聚糖酶菌株的平板复筛 采用划线法

在筛选培养基平板上进行多次的筛选，选取平板上

透明圈和菌落直径比值较大的单菌落。经斜面保存

并作为摇瓶发酵复筛的出发菌。
1.2.1.3 产壳聚糖酶的摇瓶复筛 挑取透明圈和菌

落直径比较大的菌株，经菌株活化后，接种于发酵培

养基中进行发酵产酶，通过测定酶活大小，进行菌株

复筛。
1.2.1.4 菌株的初步鉴定 以菌株的形态学特征和

采用电子显微镜观察的方法，进行菌株的初步鉴定。
1.2.2 温度变化对发酵产酶的影响 将斜面菌体接

入种子培养基后在 120r /min，25℃ 摇床中培养 3d。
按发酵培养基配方，配制 100mL 的发酵培养基 10
瓶，分别按 3%的接种量将种子培养基接入发酵培养

基中。置于 120r /min，一定温度的摇床中发酵。每

隔 24h 取一瓶跟踪测定菌体干重和酶活力。
依据上述实验方法，分别选择不同的发酵温度

( 20、25、30、35、40℃ ) 进行摇床发酵，测定菌体干重

和酶活力，通过酶活力的变化和菌体的长势确定适

宜的发酵温度。
1.2.3 不同诱导物对产酶的影响 在发酵培养基的

基础上，分别加入 1%几丁质( 脱乙酰度约为 50% ) 、
1%壳聚糖( 脱乙酰度≥90% ) 和 1%低聚糖三种不同

的诱导物，接种后置于摇床发酵培养，跟踪测定菌体

干重和酶活力。
1.2.4 寡营养海水培养基对发酵产酶的影响 依据

六种寡营养培养基配方分别配制不同种寡营养发酵

培养基，接入 3% 种子培养基，置于 25℃、120r /min
摇床发酵，测其酶活力和菌体干重。
1.2.5 发酵参数测定

1.2.5.1 菌体干重 将每瓶发酵液于 10000r /min 冷

冻( 4℃ ) 离心 20min，取其沉淀菌体置于 100℃ 烘箱

中，烘干至恒重，测其菌体干重。
1.2.5.2 壳聚糖酶活力 粗酶液制备: 将每瓶发酵液

于 10000r /min 冷冻( 4℃ ) 离心 20min，取上清液作为

粗酶液。酶活力测定: 取粗酶液 2mL 与 2mL 1% 的

壳聚糖溶液混合，30℃ 下保温 20min，调节混合液的

pH 大于 8.0，离心去除絮状沉淀。取上清液 1mL，用

DNS 法测定还原糖含量。酶活力单位 U 定义为: 上

述条件下每分钟产生 1μmol 还原糖所需酶量。

2 结果与讨论
2.1 菌株的筛选及其初步鉴定

采用初筛和复筛相结合的方法，从海水中筛选

出产壳聚糖酶的菌株，菌株经壳聚糖培养基复筛后，

形成的产酶透明圈如图 1 所示。通过菌株的形态学

特征和电子显微镜观察( 图 2) 初步鉴定该菌株属青

霉菌属。

图 1 菌株初筛平板生长图

2.2 不同温度对发酵产酶的影响

以该菌为出发菌，调节不同的温度进行发酵培

养，每个温度条件下定时测定发酵过程中壳聚糖酶

活力与菌体干重变化，结果如图 3、图 4 所示。从图 3
中可以看到，在相同的发酵时间内，25℃条件下酶活

力最高，这比现今报道
［27－28，32］

的产壳聚糖酶菌株的培
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表 1 不同寡营养培养基培养时间和菌体干重最大值

寡营养培养基配方序号 1 2 3 4 5 6 原发酵培养基

培养时间( d) 4 7 7 4 5 5 5
菌体干重最大( g) 2.31 3.17 1.96 2.78 3.30 3.81 5.40

图 2 电镜观察照片

养温度 28～37℃ 都要低，酶活力最高达 1.69U /mL。
对比图 4 中菌体干重和酶活力曲线，酶活力最高峰

出现在菌体生长曲线稳定期的后期，推断此菌所产

壳聚糖酶是诱导型酶。

图 3 不同发酵温度对酶活力的影响

图 4 25℃发酵过程中菌体干重和酶活力变化

2.3 不同诱导物对产酶的影响

由于此酶为诱导型酶，为了提高菌体产酶量，分

别添加几丁质、壳聚糖和低聚糖三种诱导物进行诱

导产酶，所得实验结果如图 5 所示。结果表明: 低聚

糖诱导产酶时，在第 7d 酶活力达到最高，最高值为

3.57U /mL，而以壳聚糖诱导产酶时在第 8d 酶活力达

到最高，最高酶活力为 1.51U /mL; 在均达到最大值

时，低聚糖诱导产酶比壳聚糖诱导产酶的时间提前

1d，且低聚糖诱导产酶活力比壳聚糖诱导产酶活力

提高了 2.36 倍。低聚糖诱导产酶与几丁质诱导产酶

在酶活达到最高时所需时间相同，都是 7d。但低聚

糖诱导产酶的最高酶活力比几丁质诱导产酶活力提

高了 2.11 倍。该菌种产壳聚糖酶的具体诱导机制以

及酶切类型
［23］

还需进一步的实验研究。

2.4 寡营养海水发酵产酶培养基

依据上述实验方法，观察该菌株在六种寡营养

海水培养基条件下生长情况，测定生长过程中的菌

体干重，各种寡营养培养基条件下测得菌体干重最

图 5 不同诱导物诱导发酵液产酶曲线

大值如表 1 所示。
从表 1 结果可以看出，在寡营养培养基配方 1、

3、4 号条件下菌体长势较差，这是由于营养成分过于

贫瘠造成的，在培养基配方 2 号条件下菌体干重最

大值的时间为 7d，这样就延长了发酵产酶时间。在

寡营养培养基配方 5、6 号的发酵过程中，菌体干重

达到最大值所需时间和原培养基配方条件下所需时

间一致，都是在第 5d 达到最大，且长势较好。所以

选取这两种培养基再次进行发酵培养，并跟踪测定

壳聚糖酶活力，结果如图 6 所示，对比两种寡营养海

水培养基对产酶活力的影响，低聚糖做诱导物产酶

活力较高，且和原发酵培养基酶活力最大值相差不

大，酶活力最高达 3.16U /mL，原发酵培养基酶活力最

高达 3.57U /mL。初步说明利用海水进行寡营养发酵

产酶是可行的，为工业化生产打下良好的基础。

图 6 两种寡营养培养基发酵产酶

3 结论
大规模发酵产壳聚糖酶的制约因素之一是培养

基成本高，本实验用海水取代普通发酵培养基中各

种无机盐离子和微量元素，仅向 100mL 海水中加入

1g 的葡萄糖和 0.9g 蛋白胨，利用寡营养发酵产酶的

酶活力与普通发酵培养基发酵产酶的酶活力的最大

值差别不大，初步实现了利用海水且降低培养基成

本发酵产壳聚糖酶的工艺过程。
不同温度对发酵产酶影响实验，室温 25℃ 条件

下发酵产酶活力最高，这是至今报道微生物产壳聚

糖酶的最低的发酵温度，从而可以减少部分能源消

耗。微生物产壳聚糖有组成型和诱导型之分，其中

多数为诱导型。本研究中菌株产壳聚糖酶也为诱导

型酶，在几丁质、壳聚糖和低聚糖诱导产酶实验中，

低聚糖最适合诱导该菌产酶。
( 下转第 414 页)
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本研 究 结 果 表 明，确 定 发 酵 产 酶 适 宜 条 件 为: 在

100mL 海水培养基中，添加低聚糖 1g 为诱导物，含有

蛋白胨 0.9g、葡萄糖 1g，在 25℃条件下进行寡营养发

酵，酶活力最高达 3.16U /mL。初步实现利用海水进

行寡营养发酵、25℃ 的发酵温度，从而降低成本，为

工业化发酵生产打基础。
今后在寻找廉价的碳氮源、通过构建基因工程

菌提高酶活力等方面有待进一步的实验探索。
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